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摘 要 
目的：牙周炎主要是由牙周炎致病菌引起的一种慢性进行性侵犯及破坏牙龈
和牙周组织的炎症性疾病，不仅是导致成年人牙齿丧失的主要原因，还能引起其
他系统性疾病比如心血管疾病和全身性的炎症反应。牙龈卟啉单胞菌是牙周炎的
主要致病菌，含有很多致病因子。整合素 avβ6 在炎症应答，组织损伤和修复时
高表达，avβ6 在成人上皮细胞中一般不表达，但在健康牙龈结合上皮中 avβ6 组
成型表达，且当发生牙周炎时，人牙龈结合上皮中的 avβ6 的表达下调，但具体
机制尚不清楚。整合素 β6（ITGβ6）亚基只能与整合素 αv 亚基结合，是组成 αvβ6
的关键亚基，ITGβ6 亚基的表达水平代表了 αvβ6 的表达水平。牙龈卟啉单胞菌
是否参与人牙龈结合上皮中的 avβ6 表达下调尚未见报道。因此，本课题拟研究
牙龈卟啉单胞菌裂解液作用于人永生化上皮细胞检测 ITGβ6 的表达及其调控机
制。方法：牙龈卟啉单胞菌裂解液刺激人永生化上皮细胞，用 western blot 技术
和实时定量 PCR 技术分别检测 ITGβ6 的蛋白水平和 ITGβ6 的 mRNA 水平；转
染一系列 ITGβ6 启动子片段的荧光素酶报告基因质粒，寻找应答牙龈卟啉单胞
菌裂解液的 ITGβ6 启动子结合元件区；运用生物信息学分析预测应答启动子区
可能结合的转录因子；用普通 PCR、染色质免疫共沉淀技术和实时定量 PCR 技
术验证预测的转录因子是否结合到 ITGβ6 启动子区；过表达转录因子检测预测
的转录因子如何参与调控 ITGβ6 的表达。结果：在人永生化上皮细胞中，ITGβ6
基因启动子-150/-3 区是牙龈卟啉单胞菌裂解液应答 ITGβ6 表达的结合元件的最
少应答区，在此区域有 FOXO 的结合位点；牙龈卟啉单胞菌裂解液可降低
FOXO3a 磷酸化水平，增加 FOXO3a 的总蛋白水平。但是牙龈卟啉单胞菌裂解液
对 FOXO1 的磷酸化水平和 FOXO1 总蛋白水平没有影响。牙龈卟啉单胞菌裂解
液可通过转录因子 FOXO3a 调控 ITGβ6 表达下调, 而 FOXO1 的变化对于 ITGβ6
的表达没有影响。结论：转录因子 FOXO3a 参与牙龈卟啉单胞菌裂解液诱导的人
永生化上皮细胞 ITGβ6 表达下调。 
关键词：人永生化上皮细胞 牙龈卟啉单胞菌 整合素 avβ6 叉头框蛋白 FOXO3a
叉头框蛋白 FOXO1 转录调控
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Abstract 
Objective: Periodontitis is a chronic inflammatory disease mainly caused by the 
periodontitis pathogens that damage the gums and periodontal tissue. Periodontitis not 
only is the main cause of adult tooth loss, as well as other systemic diseases such as 
cardiovascular disease and systemic inflammatory response. Porphyromonas gingivalis 
is the main pathogen of periodontitis, containing a lot of pathogenic factors. Integrin 
avβ6 is a cell surface receptor, overexpressed during inflammatory response, tissue 
damage and repair. avβ6 usually is absent in adult epithelial cells, but in the healthy 
gingival epithelium, avβ6 is constitutively expressed. However in periodontitis, the 
human gingival epithelium avβ6 expression is decreased, whereas the molecular 
mechanism for the downregulation of avβ6 remains unclear. The integrin β6 subunit 
binds only to the integrin αv subunit, and the β6 subunit is the key subunit of αvβ6. The 
expression level of β6 subunit represents the level of αvβ6. Whether the decrease of 
avβ6 in the epithelium of human gingival is related with Porphyromonas gingivalis has 
also not been reported. The aim of current study is to detect the expression of ITGβ6 
and the molecular mechanism of ITGβ6 involved after stimulation with Porphyromonas 
gingivalis in immortalized epithelial cells. Methods: The ITGβ6 mRNA and ITGβ6 
protein levels were detected by quantitative real-time RT-PCR and western blot 
respectively; Transfection the cells with a series of ITGβ6 promoter luciferase reporter 
gene plasmids to detect the regulating region for ITGβ6 expression in respond to 
Porphyromonas gingivalis; Bioinformatics analysis was used to predict possible 
transcription factors in the regulating region; Use conventional PCR techniques, 
chromatin immunoprecipitation techniques and quantitative real-time RT-PCR to detect 
whether the predicted transcription factors bind to the ITGβ6 promoter region; 
Overexpression of the transcription factors to detect whether the predicted transcription 
factors are involved in ITGβ6 expression. RESULTS: In human immortalized 
epidermal cells, ITGβ6 gene promoter -150/-3 region is the minimal response zone of 
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the binding element of the porphyromonas gingivalis lysate responsed to ITGβ6 
expression. This region contains FOXO binding site. Porphyromonas gingivalis lysate 
decreases the phosphorylation level of FOXO3a, increases the total protein expression 
of FOXO3a. But Porphyromonas gingivalis lysate has no effect on the phosphorylation 
level of FOXO1and the total protein expression of FOXO1, Porphyromonas gingivalis 
lysate downregulates the expression of ITGβ6 by increasing transcription factor 
FOXO3a, but not FOXO1. Conclusion: Porphyromonas gingivalis lysate 
downregulates the expression of ITGβ6 via upregulation of transcription factor 
FOXO3a.  
Keywords: human immortalized epidermal cells; Porphyromonas gingivalis; integrin 
avβ6; ForkHead box protein FOXO3a; ForkHead box protein FOXO1; transcriptional 
regulation 
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第一章 前言 
1.1 牙周病的危害 
牙周病（periodontal diseases）包括牙龈病和牙周炎两大疾病。第一大类牙龈
病，其中最多见的是牙菌斑引起的慢性炎症，即牙龈炎。还有一些是受全身因素
（内分泌、血液疾病、药物等）以及局部刺激影响的牙龈疾病。第二大类牙周病
是牙周炎，这是一组有着相似的临床表现和组织学改变、但致病因素和机体反应
性不完全相同，病程进展不同，对治疗反应也不尽相同的多因素疾病。牙周炎分
为慢性牙周炎、侵袭性牙周炎、反映全身疾病的牙周炎、坏死性溃疡性牙周疾病。 
大部分牙周炎是由病原性微生物群落在牙齿周围形成生物膜或者牙菌斑而
引起的，严重牙周炎可导致牙龈组织疼痛和不适，牙龈结合上皮的丢失，牙周结
缔组织的破坏，牙周袋的形成，牙齿松动和牙槽骨的吸收以及最终的牙齿丢失[1]。
除微生物的因素外，其他因素也能导致牙周炎的发生，比如：遗传因素，性激素，
吸烟，糖尿病，艾滋病，骨质疏松症，精神压力，饮食营养不良等[2-6]。 
严重牙周炎能导致其他系统性疾病，比如中风[7]，心脑血管疾病[8]，早产和
低体重儿[9]，肺炎[10]，糖尿病[11]，风湿性关节炎，结肠直肠癌和口腔鳞状细胞癌，
而且严重的牙周炎病人出现全身性炎症[12]。 
流行病学显示，世界上高达 90%的成年人遭受牙周病的影响[1]，而我国更是
高达 97%的成年人有不同程度的牙周问题，国内外调查显示，牙龈炎在儿童和青
少年中较普遍，患病率在 70%-90%左右。重症牙周炎累及少数人群，可能占人群
的 5%-20%[13, 14]。牙周病是 35 岁以上的老年个体牙齿丢失的主要原因，如今牙
周病已被医学界定论成继癌症、心血管疾病之后的威胁人类健康的第三大杀手，
也是影响口腔健康的“头号杀手”。口腔健康关系人全身健康，我们应当重视口
腔健康。 
1.2 牙周病致病菌牙龈卟啉单胞菌研究进展 
针对牙周病的起始因素病原微生物，目前科学家已经鉴定出 1200 多种口腔
细菌，其中约 20 种被认为是主要的牙周致病菌，而牙龈卟啉单胞菌
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（Porphyromonas gingivalis）是被公认的毒力最强的致病菌之一[15, 16]，也成为国
内外学者研究的热点之一。 
1.2.1 牙龈卟啉单胞菌 
牙龈卟啉单胞菌属于革兰氏阴性厌氧菌，其中，高毒力的牙龈卟啉单胞菌菌
株 W83 和低毒力的 ATCC33277 是研究最多的两种菌株。高毒力菌株和低毒力菌
株的区别是，一般高毒力菌株含有致病岛，低毒力菌株不含致病岛，致病岛是指
整合到细菌基因组中的外源性 DNA 序列，这个序列可以编码细菌毒力基因簇，
致病岛编码的基因产物大都是细菌表面蛋白和分泌性蛋白[17]。牙龈卟啉单胞菌
所具有的 rapA , rgpB, kgp ,fimA ,hagA ,vimA ,vimF ,ragA 和 ragB 等致病基因，能
产生菌毛，牙龈素，脂多糖，胶原酶，红细胞凝集素，荚膜和蛋白酶等毒力因子，
牙龈卟啉单胞菌的致病基因对细菌的侵袭力，粘附力，毒力，生物膜的形成，激
发或逃避宿主免疫能力以及破坏宿主牙周组织等造成影响。 
1.2.2 牙龈卟啉单胞菌与炎症 
牙龈卟啉单胞菌入侵牙龈结合上皮的一个结果是产生炎症反应，牙龈卟啉单
胞菌的配体与 Toll 样受体-2 和 4 结合，活化核因子-KB，引发促炎细胞因子 IL-
1β 和 IL-6、IL-8 的产生和分泌，导致局部炎症，最终致使牙龈组织的破坏和牙
槽骨的吸收[18]。同时，位于牙龈上皮细胞膜中的蛋白酶活化受体（PAR）-1、2 以
及整合素受到牙龈卟啉单胞菌菌毛、牙龈素的刺激，激活促丝裂原蛋白激酶
(MAPK)信号通路，细胞外信号调节激酶(ERK)信号通路，以及 JUN N 末端激酶
等信号通路，调控与炎症和程序性细胞死亡相关基因的表达[19]。从牙龈卟啉单胞
菌感染的患者中得到的牙龈成纤维细胞中转化生长因子 β（TGF-β）、白细胞介素
8（IL-8）的表达升高[20]。用牙龈卟啉单胞菌刺激人牙龈单核细胞时，细胞产生白
介素 1（IL-Iβ），白介素 6（IL-6）和转化生长因子 β（TGF-β）[21]。 
牙龈卟啉单胞菌不仅能导致牙周疾病，还能引发心血管疾病和全身性炎症反
应。牙龈卟啉单胞菌侵入血管内皮细胞，上调细胞之间的黏附分子、血管黏附分
子、E-选择素和 P-选择素等黏附分子以及单核细胞趋化蛋白-1、IL-8 等趋化因子
的表达，促进单核细胞黏附在血管内皮细胞表面，同时，它在其内增殖，引发心
血管疾病和肺部感染[22]；牙龈卟啉单胞菌也可激活肺上皮细胞的 JAK/信号转导
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子和转录激活子 3（STAT3）传导途径，调节转录激活子 3 下游的 B 细胞淋巴瘤
/白血病蛋白-2 家族和程序性死亡抑制蛋白，短时间内激活肺上皮细胞的粘附，
抑制肺上皮细胞的程序性死亡，导致肺部炎症的加剧[23]。 
1.2.3 牙龈卟啉单胞菌与细胞凋亡 
牙龈卟啉单胞菌入侵牙龈结合上皮的另一个结果是可通过几种机制抑制上
皮细胞的凋亡，这对于牙龈卟啉单胞菌的持续存在是重要的。牙龈卟啉单胞菌激
活促生长 JAK1/AKT/信号传导和转录激活因子 3（STAT3）信号，抑制上皮细胞
的凋亡[24]；在线粒体膜上 Bcl-2：Bax 比例增加，抑制凋亡效应物细胞色素 c 的
释放，从而抑制凋亡[25, 26]；牙龈卟啉单胞菌也分泌核苷二磷酸激酶，其可以起到
ATP 酶的作用，阻止 ATP 依赖性细胞凋亡[27]。但是，也有研究报道牙龈卟啉单
胞菌刺激牙龈上皮细胞凋亡基因（BID 和 TRADD）的 mRNA 水平增加，介导上
皮细胞的凋亡，这导致牙周组织屏障功能的丧失[28]。 
1.2.4 牙龈卟啉单胞菌与氧化应激 
牙龈卟啉单胞菌入侵牙龈上皮细胞可以诱导活性氧（ROS）的产生，ROS 进
而诱导 JAK2 的磷酸化和 c-JUN 的激活，并且为了抵消 ROS 的破坏作用，宿主
细胞产生一些抗氧化机制，比如过氧化氢酶，超氧化物歧化酶和过氧氧化还原酶
的产生[18]，这种抗氧化反应也可以增强上皮细胞的存活，有利于牙龈卟啉单胞菌
的持续存活。 
1.3 整合素 avβ6 的研究综述 
1.3.1 整合素 avβ6 的结构和功能 
整合素是由 a、β 两种亚基以非共价键形式连接而成的异型二聚体，迄今已
发现至少 18 种 a 亚基和 8 种 β 亚基，可形成 24 种功能不同的整合素分子[29]。
整合素 avβ6 是一种特殊的整合素亚型，其中整合素 β6 亚基只能与整合素 av 亚
基特异性结合[30]，整合素 av 亚基主要负责配体的识别，整合素 β6 亚基则负责信
号的转导。avβ6 胞外区与配体结合，胞内区将信号传递到细胞核，影响某些基因
的表达，进而影响细胞的运动、增殖、分化、凋亡以及肿瘤的侵袭和转移[31]。 
avβ6 在正常上皮组织中几乎不表达，只在胚胎发育，炎症反应、纤维化发
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生、创伤愈合、组织修复、肿瘤侵袭、转移以及 EMT 发生时表达上调，参与上
皮组织的重塑和上皮组织源性恶性肿瘤的发生发展。 
1.3.2 整合素 avβ6 与炎症 
一些研究表明，整合素 avβ6 在抑制炎症方面起到作用。整合素 avβ6 的配体
精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸（RGDs）能够抑制炎症因子肿瘤坏死因子（TNFa）、IL-
6 的表达，从而减弱炎症反应[32]。整合素 β6 亚基基因失活的小鼠中，出现皮肤
中巨噬细胞的积累和肺中活化的淋巴细胞的持续积累，呈现出功能性显著的皮肤
和肺炎症，增加 ITGβ6 的表达，可以扭转这些炎症，暗示 avβ6 在上皮细胞中具
有降低炎症的作用[33]。ITGβ6 亚基和血小板反应蛋白 1（TSP-1）双敲除小鼠具
有更严重的炎症表型，这些炎症表型与具有无效 TGF-β1 的小鼠相似[34]。同时，
一些炎症因子也可以调节 avβ6 的表达。炎症因子 TNFa 通过 AP-1 调控 avβ6 的
表达; 白介素 8（IL-8）通过受体 CXCR1 和 CXCR2 促进 avβ6 介导的细胞迁移，
也可以通过 ERK/ETS-1 信号通路促进 avβ6 的表达[35]。 
1.3.3 整合素 avβ6 关键亚基 β6 表达的调控机制 
整合素是由 a、β 两种亚基以非共价键形式连接而成的异型二聚体，整合素
avβ6 是一种独特的上皮整合素，其在毛囊，肠上皮，成釉细胞和牙龈结合上皮
（JE）细胞中限制性表达[36]，其中整合素 β6 亚基是 avβ6 的关键亚基，而且整
合素 β6 亚基只能与整合素 av 亚基特异性结合[30]，整合素 β6 亚基的表达水平代
表了 avβ6 的表达水平。我们接下来要研究 ITGβ6 基因的表达调控机制。 
1.3.3.1 整合素 β6 启动子区转录起始位点的确定 
启动子是位于基因 5’端上游被 RNA 聚合酶特异性识别，决定基因转录起始
的一段 DNA 序列，属于非编码 DNA 序列[37, 38]。真核生物基因的启动子通常由
核心启动子元件和启动子近端元件两部分组成，启动子区域与转录起始点相接，
多数情况下转录起点为腺嘌呤 A，且两侧多为嘧啶碱基[39, 40]。核心启动子区包含
一段 TATAAA 保守序列，称为 TATA 盒，一般位于基因转录起始位点上游约-30
〜-50bp 处，决定基因转录起始的选择，为 RNA 聚合酶的结合序列之一[41]。近
端启动子区域位于核心启动子区上游，包含-78/-70bp处的一段保守序列CCAAT，
称为 CAAT 盒，可能也是 RNA 聚合酶的一个结合处，控制转录起始的频率，还
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